
 1384بهار و تابستان ،  1  شماره ،8   دوره                                                                                      مجله علوم پزشكي مدرس                                         

 ٥٥

  
   عليه ليشمانيا اينفانتومهاي آلوده به پاسخهاي ايمني سگ

  II و Iازهاي نوتركيب نوع ن پروتئيسيستئين
  

  6، طاهره طاهري5، مهدي محبعلي4، محمدتقي خاني3، علي هاتف سلمانيان∗2، سيما رأفتي1عليرضا نخعي

  
  استاديار گروه بيوشيمي، دانشگاه علوم پزشكي زاهدان، زاهدان، ايران -1
  ، تهران، ايران آزمايشگاه ايمنولوژي ملكولي، بخش ايمونولوژي انستيتوپاستور ايران ارگروه ايمنولوژي،شي دان-2
  ، ايران استاديار مركز ملي تحقيقات مهندسي ژنتيك و تكنولوژي زيستي، تهران-3
  ، تهران، ايران باليني، دانشگاه تربيت مدرسي دانشيار گروه بيوشيم-4
  ، تهران، ايرانشناسي، دانشكده بهداشت، دانشگاه تهران انگل استاد گروه -5
  ، تهران، ايران كارشناس ارشد ژنتيك، بخش ايمونولوژي انستيتو پاستور ايران-6

  

  چكيده
ي نوتركيـب   هـا  نسبت به پروتئين   1ليشمانيا اينفانتوم ي آلوده به    هاي ايمني هومورال و سلولي سگ     ها بررسي پاسخ  :هدف

   .I  نوعپروتئيناز سيستئين 2(CTE)سنتزي مربوط به انتهاي كربوكسي   و پپتيدII و Iهاي نوع  پروتئينازسيستئين
 علايـم  قـلاده ديگـر بـدون     7و  32هرات باليني ظااي ت دار ده قلا 7 (ليشمانيا اينفانتوم  قلاده سگ آلوده به      14 :روش كار 

ي ايمنـي   هاپاسـخ . ر آندميك انتخاب شدند   از يك ناحيه آندميك ايران و سه قلاده سگ طبيعي از نواحي غي            ) 4ظاهري
ي نوتركيـب   هـا ، نـسبت بـه پروتئين     هاهومورال و سلولي آنها بترتيب به روش اليزا و آزمـايش پروليفراسـيون لنفوسـيت              

 سيـستئين  (CTE)سنتزي مربوط به انتهاي كربوكـسي        ، پپتيد I (rCPB)5   ،(rCPA)II6 پروتئينازهاي نوع    سيستئين
بـادي    ميزان آنتي .  بررسي قرار گرفت   د مور ليشمانيا اينفانتوم  7(F/T)ـ ذوب شده      ي منجمد هاژن  ي و آنت  Iپروتئيناز نوع   

  .گيري گرديد اندازه ي فوق هاژن  نسبت به آنتيها و پروليفراسيون لنفوسيت2IgG و 1IgGي ها و زير كلاسIgGكلاس 
 علايـم  و بـدون  علايـم داراي ( حيوانـات  دهد بالاترين پاسخ سـلولي در هـر دو گـروه     نتايج نشان مي   :نتايج و بحث  

 سيـستئين باشـد، پاسـخ سـلولي متوسـطي نـسبت بـه        ي منجمد ـ ذوب شـده انگـل مـي    هاژن  آنتيمربوط به) ظاهري
) 2IgG و 1IgG، 8كـل  IgG(بـادي   ميزان آنتـي . مشاهده گرديد rCPB) CTEو  (rCPA هاي نوتركيب پروتئيناز

بخوبي سيـستم ايمنـي هومـورال    ) هر دو به يك ميزان( rCPB و CTE  در هر دو گروه پايين است اما  rCRAعليه  
 1IgGي مزبور نسبت به ميـزان       ها عليه پروتئين  2IgG ميزان   علايمي بدون   هادر سگ . نمايند   را تحريك مي   هاتمام سگ 
 ها تقريبـاً در تمـام سـگ       CTE و   CPBي ايمنـي نـسبت بـه        هادهد كه پاسخ    نتايج تحقيق همچنين نشان مي    . بالاست

رسـد بخـش      نظر مـي    باشد، به    مي I پروتئيناز نوع    سيستئين بخش انتهايي    CTEكسان است بنابراين با توجه به اينكه        ي
  . مربوط به اين ناحيه استCPB خاصيت ايمنياعظم 
 را بخـوبي    ليشمانيا اينفـانتوم  ي آلوده به    ها هر دو نوع پاسخ ايمني سلولي و هومورال سگ         CTE و   CPB :گيري  نتيجه

  . ضعيفتري است ايمنوژن نسبتاCPAًكنند اما  يتحريك م
  

  ، ليـشمانيوز احـشايي، ايمنـي       (CTE) پروتئيناز، بخـش انتهـاي كربوكـسي         سيستئين،  ليشمانيا اينفانتوم  :كليد واژگان 
  .هومورال و سلولي                 

                                                 
 E-mail:sima-rafatisy@institute.pasteur.ac.ir        8742314-15، فاكس 11365-6699تهران، ميدان پاستور، انستيتو پاستور ايران، بخش ايمنولوژي، صندوق پستي : نشاني مكاتبه ∗

1. Leishmania infantum (L. infantum)   2. C-Terminal Extension (CTE)           3. Symptomatic 
4. Asymptomatic    5. Recombinant Cycsteine Proteinase B (rCPB) 
6. Recombinant Cycsteine Proteinase A (rCPA)  7. Freezing/Thawing (F/T)           8. Total IgG 

  مجلة علوم پزشكي مدرس
  66 تا 55از : 1 ، شمارة 8دورة 
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   مقدمه-1
وسـيله پروتـوزوآ      اند كه بـه     ي انگلي هاليشمانيوز گروهي از بيماري   

آيند، سه شكل ايـن بيمـاري در انـسان        وجود مي    ليشمانيا به  جنس
) كـالاآزار (ـ مخـاطي و احـشايي        شامل ليشمانيوز پوستي، پوستي   

ليشمانيوز احشايي خطرناكترين شكل اين بيماري است كـه     . است
عامل ليـشمانيوز    . ان از جمله ايران اندميك است      كشور جه  62در  

باشـد و     مـي  L.donovaniو   L.infantum  ،L.chagasiاحشايي  
ــه ــواحي مديتران ــه  در ن ــن بيمــاري ب ــران اي ــةوســيل اي و اي  ة گون

L.infantum2-1[آيد  وجود مي  به.[  
: ليـــشمانيا داراي دو شـــكل مرفولـــوژيكي اصـــلي اســـت 

كنـد و   آماستيگوت كه در ماكروفاژهاي ميزبان پستاندار زندگي مي   
 توسـط   انگـل . كند   پشه خاكي رشد مي    ةپروماستيگوت كه در معد   

 به انسان منتقل    2 و لوتزوميا  1پشه خاكي ماده از جنس فلبوتوموس     
كالاآزار در انـسان بـا تـب نـامنظم، بزرگـي طحـال،              ]. 1[شود    مي

خـوني و لاغـري مـشخص         ، كـم  3بزرگي كبد، هيپرگامـاگلوبينمي   
موقـع انجـام      اگر تشخيص و درمان ايـن بيمـاري بـه         ]. 3[شود    مي

  ]. 4[ خواهد داشت دنبال  درصد مرگ به90-95نشود، 
يند، بجــز ضــايعات هامخــزن اصــلي ليــشمانيا اينفــانتوم ســگ

ــو ــزش م ــدي، ري ــدگي ناخنر بز،جل ــاگــي و پيچي ــه ه ــم ك  علاي
 علايـم باشـند،     مـي  ٤(CVL) هااختصاصي ليشمانيوز احشايي سگ   

  ].5[ شبيه انسان است هاديگر بيماري در سگ
 نظـر    علاوه بر اهميتي كه در دامپزشكي دارد، از        CVLكنترل  

نيــز بــسيار مهــم ) كنتــرل بيمــاري انــساني(پزشــكي و بهداشــتي 
 مفيـد  ،نبراي كنترل و پيشگيري كالاآزار مبارزه بـا نـاقلا    . باشد  مي
 نيز علاوه بر هزينه زيـاد و عـود     ها؛ درمان سگ  ]6[رسد    نظر نمي   به

مجدد بيماري، سوش مقاوم انگل نسبت به دارو را ايجاد خواهـد            
 توجه به اينكـه پـس از بهبـودي در انـسان و              ؛ بنابراين با  ]7[كرد  

ي هـا  يكـي از راه    هاشود، واكسيناسيون سگ    سگ ايمني حاصل مي   
يك واكسن مناسب عليه ليشمانيا     ]. 9-8[مهم كنترل بيماري است     

  . را باعث شود1Thعمده بايد پاسخ ايمني از نوع طور  به
ــا   مطالعــات انجــام شــده روي مــوش و انــسان در ارتبــاط ب

دهد كه پس از ورود انگـل بـه بـدن             ي ليشمانيا نشان مي   ايمنولوژ
 در حالـت اول در      :دهـد   بسته به شرايط ميزبان، دو پديده رخ مـي        
 القـا   1Th سـلولهاي    نـد حيواناتي كه از نظر ژنتيكي مقاوم به انگل       

                                                 
1. Phlebotomus  
2. Lutzomyia  
3. Hypergammaglobulinemia  
4. Canine Visceral Leishmaniasis (CVL)  

دنبال  كنند و به  را توليد ميILـ2 و IFNـγ هاگردند، اين سلول مي
 در حالت دوم كـه در حيوانـات حـساس           ؛رود   از بين مي   آن انگل 

 و  IL ـ 4  شود، اين امر با توليد         القا مي  2Th پاسخ   ،افتد  اتفاق مي 
-10[گـردد      و پيشرفت بيماري منتهي مـي       انگل  به تكثير  ،IL ـ10
دهـد كـه ظهـور بيمـاري بـا             نيز نشان مي   هامطالعات در سگ  ]. 11

 در  ILـ2 و   IFNـγو توليد   بادي، عدم پاسخ سلولي       افزايش آنتي 
  ].12[ارتباط است 

سال گذشته و در تحقيقات براي تهيه يك واكسن زير             طي ده 
، ]Lcr] 13 مثـل    ٥ژن محافظت كننده     چندين آنتي   مناسب واحدي

TSA] 14[  ،63gp] 15[  ،PSA] 16[ ،70hsp] 17[ ،LeIF] 18[ ،
23Ldp] 19[ ،11Lms] 20[ ــستون ] 22 [CPsو ] 1H] 21، هيــ

 L.majorعليـه انگـل     بر مدل موشـي      در طور عمده   شناسايي و به  
منظـور بررسـي      مـا بـه   در ايـن تحقيـق      . مورد بررسي قرار گرفتند   

 Iينازهاي نوتركيب نـوع     ئ پروت سيستئينپتانسيل محافظت كنندگي    
 را در تعـدادي     ها ليشمانيا اينفانتوم، ايمونوژنيسيته اين پروتئين     IIو  

 سيــستئين . مطالعــه كــرديمده از منطقــه مــشكين شــهرســگ آلــو
ي هاپروتئينازهــاي ليــشمانيا، آندوپپتيــدازهايي شــبيه كاتپــسين    

نـام مگـازوم قـرار        باشند كه در ليزوزوم بزرگـي بـه         پستانداران مي 
؛ اين آندوپپتيدازها در شـكل آماسـتيگوت و كمتـر در            ]23[دارند  

هـاي    در گونـه  ]. 24[د  نشـو   متاسيكليك پروماسـتيگوت بيـان مـي      
 پروتئيناز شناسايي   سيستئينطور كلي سه گروه       مختلف ليشمانيا به  

 و نوع I(CPB) پروتئينازهاي نوع    سيستئيناند كه از اين ميان        شده
(CPA)IIي ها از نظــر ســاختماني شــبيه كاتپــسينL پــستاندارانند 

 كپـي   19وسيله     به Iي نوع   هادر ليشمانيا مكزيكانا آنزيم   ]. 25-26[
ژن كه در يـك تـوالي           كپي 5وسيله     ليشمانيا دونوواني به   ژن و در  

ايـن نـوع    ]. 28-27[شـوند     ، كـد مـي    6اند  پشت سرهم قرار گرفته   
 اسـيد   100 پروتئينازها داراي يك بخش گسترده حـدود         سيستئين

ي هاباشند كه در كاتپـسين       مي (CTE)انتهاي كربوكسي   در  اي    آمينه
  ].29[پستانداران وجود ندارد 

وسـيله يـك ژن منفـرد كـد            بـه  IIپروتئينازهاي نوع    سيستئين
باشـند    اي مـي     اسيد آمينه  10 كوتاه حدود    CTEشوند و داراي      مي

هـا  پروتئيناز سيـستئين رغم نامشخص بودن نقش دقيق        علي]. 30[
در ليــشمانيا، نــشان داده شــده اســت كــه در بقــاي انگــل داخــل 

در حـضور   اي است كـه       گونه  ماكروفاژها نقش دارند؛ اين نقش به     

                                                 
5. Protective  
6. Multicopy in a tandem array  
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از ]. 31[شـود    رشد انگـل متوقـف مـي    هاهاي اين آنزيم    كننده مهار
 هـم   I پروتئينـاز نـوع      سيـستئين  CTEنظر ايمنولـوژيكي بخـش      

ي ايمني و فرار از سيستم ايمنـي ميزبـان          ها تغيير پاسخ  احتمالاً در 
  ].32[نقش دارد 

عنوان    پروتئينازها پتانسيل آنها به    سيستئيني  هابا توجه به نقش   
 ـ     اهد اي واكـسن مـورد توجـه قـرار         داف داروهاي جديـد و كاندي

وسـيله رأفتـي و همكـاران         در مطالعات قبلي به   ]. 33[گرفته است   
 پروتئينازهـاي ليـشمانيا     سيـستئين  1نشان داده شد كه فرم طبيعـي      

ي آلـوده شناسـايي     هاي انـسان و موش ـ    هاوسـيله لنفوسـيت     ماژور به 
 بهبود يافته از ليشمانيوز     ، همچنين افراد مبتلا يا    ]35،  34[گردد    مي

ــتي پروتئين ــاپوس ــوع ه ــب ن ــاژور را II و Iي نوتركي ــشمانيا م  لي
بر همين اساس در اين مطالعه با بررسـي         ]. 36[دهند    تشخيص مي 

ي آلـوده نـسبت بـه    هاي ايمنـي سـلولي و هومـورال سـگ     هاپاسخ
rCPA ،rCPB و CTE مــشخص شــد ،rCPB و CTE بخــوبي 

شـوند و در      وانـات شناسـايي مـي      سيستم ايمنـي ايـن حي      وسيله  به
 را  Tي  هاتواننـد سـلول     مـي ) مقـاوم ( بـاليني    علايـم ي بدون   هاسگ

  . شوند2IgGتحريك و باعث توليد ميزان قابل توجهي 
  

  كار  مواد و روش-2
   حيوانات2-1

چهارده قلاده سگ آلوده از نژاد، سن و جنس مختلـف از منطقـه              
ب شـد، مـدت   شهر در شمال غربـي ايـران انتخـا        آندميك مشكين 

وسـيله آزمـايش       نامـشخص و آلـودگي بـه       هاآلودگي در اين سـگ    
ــستقيم  ــيون م ــلات و  39Dipstick rk، 2آگلوتيناس ــترن ب ، وس

 علايـم حيوانـات بـر اسـاس       . شناسي تأييد گرديـد     ي انگل هاروش
 كـه شـامل     علايـم سگهاي داراي   : باليني به دو گروه تقسيم شدند     

ي پوسـتي   هـا ملاغري مفـرط، بزرگـي طحـال، ريـزش مـو و زخ            
ي علايم ـ كـه هيچگونـه     ي بدون تظـاهرات بـاليني     هاباشد؛ سگ   مي

سه قلاده سگ از نـواحي      . نداشتند اما از نظر آلودگي مثبت بودند      
  .عنوان كنترل استفاده شدند غير آندميك به

  

  هاژن  آنتي-2-2
  (F/T) ليشمانيا اينفانتومژن خام   تهيه آنتي-2-2-1

ــتيگوت ــشمانياي هاپروماســــ ــ ليــــ ــوش (انتوماينفــــ                           ســــ
  

                                                 
1. Native  
2. Direct Agglutination Test (DAT)  

877LLM-/98/MCAN(          با پاساژ مكـرر در هامـستر نگهـداري
مستر، طحال آن جدا و پس      ها دو تا سه ماه پس از آلودگي      . شدند

 ml/gμ100 در حــضور NNNاز همــوژنيزه شــدن، در محــيط 
 وســيله  بــههاســپس پروماســتيگوت. جنتامايــسين كــشت داده شــد

 دقيقــه در 10 بــه مــدت g270ســانتريفوژ محــيط كــشت در دور 
Co4آوري شـــدند و پـــس از ســـه بـــار شستـــشو در   جمـــع  

mM NaCl) PBS137 ،mM KCl25/0،mM KH2PO475/1 ،
mM Na2HPO48(   سـلول در  2×108، سوسپانسيوني بـا غلظـت 

زت مـايع،    در ا  3 مرحله ذوب و انجماد    10ليتر تهيه و پس از        ميلي
يني آن با روش برادفورد تعيين و تا زمان اسـتفاده در            ئغلظت پروت 

co70-نگهداري شد .  
  
ــه پروتئين-2-2-2 ــا تهي ــب ه ــستئيني نوتركي  سي

  پروتئينازها
ــر ژن ــاتكثي ــا اســتفاده از  CPB و CPAي ه ــانتوم ب ــشمانيا اينف  لي

 ليـشمانيا   CPBو   CPAي  هـا پرايمرهايي كه قبلاً بـراي تكثيـر ژن       
طور مشروح    اين مورد به  . ، انجام شد  ]36[ماژور طراحي شده بود     
ي هـا طور اجمـالي ژن     به]. 37[ است    شده در جاي ديگري گزارش   

CPs ــوط ــك مخلـــ ــوي  در يـــ    ،mM dNTP2/0 محتـــ
2/8pH mM TrisHCl10، mM KCl50 ،mM MgCl25/1 ،

 و Unit Taq DNA polymerase5/2ژلاتـــين، % 001/0
pmole100   و   رم از هر پراي μg10   از DNA  در حجـم     ژنوميـك 

شرايط تكثير بـراي هـر دو ژن يكـسان و           .  تكثير شدند  μl50كل  
 بـه   C72° دو دقيقـه و      C68° يك دقيقه،    C95°( سيكل   30شامل  
 و  BamHIي  هـا  بـا آنزيم   PCRمحصول  . باشد  مي)  دقيقه 3مدت  

Hind III)  تهيه شده از شركتRoche بريـده و پـس از   )  آلمـان
 QIAGEN Agarose Gelالص كردن آن با استفاده از كيـت  خ

Purification)  ســاخت شــركتQiagen( در ناقــل ،pGEMII 
 كلـون و بـه كمـك پرايمرهـاي          4تهيه شـده از شـركت پرومگـا       (

 CPAي  هاسپس ژن .  توالي آنها تعيين گرديد    6SP و   7Tاستاندارد  
  وBamH Iي هـا طـور جداگانـه در جايگـاه اثـر آنزيم      بهCPBو 

Hind III  ناقل بياني پروكـاريوتي pET23a)    خريـداري شـده از
  .  كلون گرديدند7T پروموتور 6 در پايين دست5شركت نوواگن

                                                 
3. Freezing/Thawing (F/T)  
4. Promega  
5. Novagen  
6. Downstream  
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 ٥٨

 ســوش E.coli بــه بــاكتري هــاپلاســميدهاي حــاوي ايــن ژن
(BL21(DE3) pLysSبـراي بيـان و تخلـيص    . شـدند  ترانسفورم 

ين ليس ـ  محتـوي آمپـي    LB محيط   ml100ي نوتركيب به    هاپروتئين
)μg/ml100 (   و كلرامفنيكل)μg/ml5/2 (ml5/2     از كشت شـبانه 

 سـپس در    . اضـافه شـد    pET23a-CPBيـا    pET23a-CPAكلون  
 محـيط   600OD شيكردار قـرار گرفـت تـا آنكـه           C37°انكوباتور  

 رســيد؛ ســرانجام بــه محــيط كــشت ايزوپروپيــل 8/0كــشت بــه 
عت  سـا  4مدت     اضافه و به   mM1 با غلظت نهايي     1تيوگالاكتوزيد

پس از طي اين مدت محيط كشت سانتريفوژ        . ديگر نگهداري شد  
ــد  ــه /C4°(گردي ــايي در ) g 3300/10 دقيق ــوب باكتري ــافر  و رس ب
 mM EDTA10 ،mM NaCl100 ،50mM Tris-HCl (ليزكننـده 

pH8 (  حل و يك شب در°C20-  ذرات متـراكم  .  نگهـداري شـد
(IBs)2   ريفوژ ي نوتركيب با چنـد مرحلـه سـانت        ها پروتئين  محتوي

)°C4 / ــه ــشو ) g 8000/20دقيق ــافر شست          ، mM EDTA1(در ب
mM NaCl20 ،mM Tris-HCl pH208 (ــع آوري و  جمـ

ــاپروتئين   روفـــورز در ژل تي نوتركيـــب طـــي دو مرحلـــه الكهـ
SDS-PAGE   خـالص گرديـد   3آميزي معكوس  و استفاده از رنگ 

 تـريس   mM20( در بـافر نمونـه       IBsطور خلاصه آنكـه       به]. 38[
8/6 pH  ،10 %  اتـانول،  مركاپتو -2% 10 ،4سديم دودسيل سولفات 

 دقيقـه   5حل و پـس از      ) بروموفنل آبي % 001/0ليسرول و   گ% 20
ــاندن، در ژل  ــد،  SDS-PAGE 5/12%جوشـ ــورز شـ  الكتروفـ

% 5/1 دقيقه در كربنـات سـديم        5مدت    بلافاصله پس از آن ژل به     
% 1/0ي  ايميدازول حـاو   M2/0ور گرديد، سپس به محلول        غوطه
SDS      آنگـاه  .  دقيقه به آرامي تكـان داده شـد        15 منتقل و به مدت

 ثانيـه در محلـول      30محلول ايميدازول خالي شد و ژل به مـدت          
M2/0           سولفات روي قرار گرفت تا نوارهاي شفاف پروتئينـي در

نوار مربوط به پروتئين نوتركيب جـدا       . زمينه كدر ژل ظاهر شدند    
 قـرار   SDS% 001/0 حـاوي    M2/0و در محلول كربنات آمونيوم      

سوسپانسيون حاصل يك شب روي همـزن قـرار گرفـت،           . گرفت
ــروي   ــا ني ــاي g3300ســپس ب ــهC4° در دم ــدت   ب ــه 20م  دقيق

دست آمـده بـا       سانتريفوژ و محلول رويي آن جمع شد؛ محلول به        
وسـيله دسـتگاه فيلتـر كننـده       به5استفاده از فيلتراسيون با فشار بالا    

ــون  ــل  ) :KD10MWCO(آميك ــيظ و در مقاب ــاليز PBSتغل  دي

                                                 
1. Isopropylthiogalactoside (IPTG)  
2. Inclusion Bodies (IBs)   
3. Imidazole-SDS-Zn Reverse Staining 
4. Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 
5. Ultrafiltration 

ــد ــوص، پروتئين   ؛گردي ــي خل ــراي بررس ــه ب ــا در ادام    در ژله
 SDS-PAGEآميزي شدند  الكتروفورز و با كوماسي بلو رنگ.  

  
  CTE 6 پپتيد سنتزي-2-2-3

و  Solid Phase Fmoc Chemistryطور شيميايي به روش  اين پپتيد به
 8سيله شركت ديكتـاجين   و   و همكاران به   7راجربر مبناي اطلاعات    

 108ايـن پپتيـد داراي      ]. 39[در كشور سوئيس ساخته شده است       
 نوع  پروتئيناز سيستئين 318-209اسيد آمينه است و از اسيد آمينه        

Iشود  را شامل مي.  
  

   اليزا-2-3
 پروتئينازهـا، در سـرم      سيـستئين ي ضد انگل ليشمانيا و      هابادي  آنتي
 96ي  هـا بـه پليت  . گيـري شـدند     ي آلوده به روش اليزا انـدازه      هاسگ
 μg/ml10 از غلظـت  μl(Nunc, UK)100 9اي با جذب بالا خانه

 اضافه و به مدت يـك  (CTE, rCPB, rCPA, F/T)ژن  هر آنتي
 پس از سـه مرحلـه شستـشو در           و شب در يخچال قرار داده شد،     

 بـافر   μl100،  %)20 10 تـويين  05/0 محتـوي    PBS(بافر شستـشو    
 هـا بـه چاهك  ) آلبومين سرم گـاوي   % 1  محتوي PBS(بلوكه كننده   

  سـپس   قـرار گرفـت،    C37° سـاعت در     2اضافه شد و به مـدت       
μl100   05/0 رقيق شده در بافر بلوكه كننـده حـاوي           1:200 سرم 

 C37° سـاعت در     2به هر چاهك اضافه و بـه مـدت          % 20تويين  
  بــادي ضــد نگهــداري شــد، پــس از ســه مرحلــه شستــشو، آنتــي

 IgG2, IgG1, IgG)ز اســگ كــه بــا پراكــسيد 11)يــلتشــركت ب
ــا رقت    و1:5000، 1:5000ي هــاكونژوگــه شــده بودنــد بترتيــب ب

 داده شـد   قـرار    C37° سـاعت در     2 به پليـت اضـافه و        1:50000
پـس از   ). مطالعـه اوليـه تعيـين شـد        در   ها  غلظت بهينه كونژوگه  (

 OPD، سوبستراي   هاشستشوي پليت 

12
-حل شده در بـافر سـيترات          

پراكسيد هيدروژن اضافه   % 03/0محتوي  ) M2/0) 5/4pH فسفات
 دقيقـه واكـنش بـا اضـافه كـردن اسـيد             30-20گرديد و پـس از      

   nm490 متوقف و جذب نـوري در طـول مـوج            M4سولفوريك  
  

 .گيري شد  اندازهELISA-Reader (ICN) ةوسيل به

  

                                                 
6. Synthetic peptide  
7. Roggero  
8. Dictagene  
9. Maxisorb  
10. Tween  
11. Bethyl Laboratories, INC, Montgomery, USA 
12. O-Phenylenediamine (OPD)  
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 ٥٩

  1هاگيري پروليفراسيون لنفوسيت  اندازه-2-4
 از خون هپارينـه     2(PBMC)اي خون محيطي      ي تك هسته  هاسلول
 و بـا اسـتفاده از       3)سـاخت شـركت سـيگما      (، روي فايكول  هاسگ

جـدا شـد، پـس از دو بـار          ) g800/30دقيقـه   / C25°(سانتريفوژ  
 بـا   ها تعداد و درصـد زنـده بـودن سـلول          RPMI-1640شستشو در   

 در پليـت    PBMCسپس  . استفاده از رنگ تريپان بلو تعيين گرديد      
 سـلول در هـر چاهـك در         3×105داد   با تع  (Costar)اي     خانه 96

، mg/ml F/T5 ،μg/ml rCPA5 ،μg/ml rCPB20 حـــضور
μg/ml CTE20 ،μg/ml20ژن در   و بدون آنتي4هماگلوتنين فيتو

RPMI   سرم غيرفعال شده سـگ نرمـال،        % 15 حاويmM2 ال -
 ,Sigma) جنتامايسين mM HEPES100 ،μl/ml100گلوتامين، 

USA)   5مـدت     ل كشت داده شد و به     درصد بتامركاپتواتانو 1/0 و 
 μCi5/0سـپس   .  قرار گرفت  CO2% 5 و   C37°روز در انكوباتور    

 به هر چاهك اضـافه و  (Amersham, UK) 5دار ومتتيميدين ترتي
 ديگر در همان شرايط نگهداري شد، پس از طي زمـان            ت ساع 16

 روي  (LKB) 6روسـتر ها وسيله دسـتگاه سـل       به هامورد نظر سلول  
 منتقـل و  (WALLAC, Turk, Finland) 7سفيلترهاي فايبرگلا

ساخت ( 8وسيله دستگاه بتاكانتر    ن راديواكتيو به  ي اتصال تيميد  ميزان
 براسـاس   10 و ضريب تحريك   هگيري شد   اندازه 9)شركت فارماسيا 

ژن به ميزان پروليفراسـيون در      نسبت پروليفراسيون در حضور آنتي    

وان پاسخ مثبت در عن  به5/2 بزرگتر از SIژن محاسبه و     غياب آنتي 
  .نظر گرفته شد

  
   محاسبات آماري-2-5

-tي آلوده با استفاده از      هاي سلولي و هومورال سگ    هاتفاوت پاسخ 

test ــبه و در صــورت ــر  >05/0p محاس ــادار در نظ ــاوت معن    تف
  .گرفته شد

  
   نتايج-3
  ي حساس و مقاومها سگ-3-1
گروه  وشناسي به د    ي باليني و انگل   هاي آلوده براساس بررسي   هاسگ

 يـا حـساس بـه تعـداد هفـت           علايمي داراي   هاسگ: تقسيم شدند 
 در هـر     بيمـاري  . قلاده 7 يا مقاوم به تعداد      ميعلاي  هاقلاده و سگ  

ي ها سـگ  مةه.  تأييد شد  Dipstick و   DATدوگروه با استفاده از     
ي از قبيـل    م ـيعلاشناسي مثبت بودنـد و        از نظر انگل   ميعلاداراي  
 بـا   هـا ، ريزش مو و پيچيدگي ناخن     ي پوستي، لاغري مفرط   هازخم

نتايج مشاهدات در جدول (شد   درصد متفاوتي در آنها مشاهده مي     
  ). ارائه شده است1
  

  

  Dipstick و DATي ها براساس شواهد فيزيكي و تستهابندي سگ  نمايشي از تقسيم1جدول 
علايم+آزمايش         
  گروه 

آگلوتيناسيون 
  DATمستقيم 

Dipstick 
rK39 

 انگل در وجود
  طحال

ضايعات 
  پوستي

  لاغري مفرط  ريزش مو
بزرگي و 
 هاپيچيدگي ناخن

  %28  %100  %85  %42  %100  %85  * %100  علايمداراي 
  هيچكدام  هيچكدام  هيچكدام  هيچكدام  تعيين نشد  %85  %85  علايمبدون 

  .اند صورت درصدي از گروه بيان شده  بهعلايم تست مثبت يا  با تعداد حيوانات*
  

  ي نوتركيبهاژن  تهيه آنتي-3-2
ي ذكر شـده    ها پروتئينازهاي نوتركيب با استفاده از روش      سيستئين 

ــسمت  ــا در ژل  2-2-2در ق ــوص آنه ــد و خل ــالص گرديدن    خ
 SDS-PAGE   آميزي با كوماسي بلو بررسـي شـد          و سپس رنگ .

 كيلــو دالتــون 35 و 28 بترتيــب rCPB و rCPAوزن مولكــولي 
 اسـت كـه اسـيد       CTE kD13دسنتزي  باشد، وزن ملكولي پپتي     مي
  ). الف و ب1شكل . (شود  را شامل ميCPB 317-209ي ها آمينه

  

ــخ-3-3 ــورال ها پاس ــل، IgG(ي هوم  و IgG1 ك
IgG2(  

 IgGسرم چهارده قلاده سگ آلوده با استفاده از اليزا براي تعيـين             
 .ي شـد س ـ بررF/T ،rCPB, rCPAي آن عليـه  هاكل و زيركلاس ـ

   ةالـف نـشان داده شـده اسـت در هم ـ          -2 همانگونه كه در شـكل    
  

1. Lymphocyte proliferation Assay  
2. Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) 
3. Histopaque 1077, Sigma, USA  
4. Phytohemagglutinin (PHA) 
5. [3H] Thymidine  
6. Cell Harvester  
7. Glassfibre Filter  
8. β Liquid Scintillation Counter  
9. Pharmacia 
10. Stimulation Index (SI)  
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 ٦٠

در (باشـد      مـي  F/T كـل مربـوط بـه        IgG ميـزان     بـالاترين  هاسگ
 علايـم ي داراي   ها و در سـگ    97/0±068/0 ميعلاي بدون   هاسگ
 CPB و   CPA پروتئينازهـاي نوتركيـب      سيستئين) 33/0±60/0
دو گـروه حيوانـات      يـستم ايمنـي هـر     وسـيله س    طور متفاوتي به    به

 بسيار  rCPBعليه  بركه پاسخ هومورال      طوري  شوند به   شناسايي مي 
 rCPB شـبيه بـه      CTE عليـه    IgGپاسـخ   .  است rCPAبيشتر از   

 در  هـا ژن  بادي عليـه ايـن آنتـي        ميزان آنتي ).  ب -2شكل  (باشد    مي
 CTE و   rCPA  ،rCPBي طبيعي بسيار پايين است و براي        هاسگ

 062/0±0191/0 و 105/0±022/0، 0437/0±0015/0بترتيب  
  .باشد مي
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

 و B و Aبررسي الكتروفورزي سيستئين پروتئينازهاي نوتركيب   الف 1شكل 
 %15آكريل آميد  پروتئينها در ژل پلي. CTEخالص شده و پپتيد سنتزي 

 ماركر وزن .1 :ستونها. آميزي شدند الكتروفورز و سپس با كوماسي بلو رنگ
.CTE. 4؛ rCPB. 3؛ rCPA. 2؛ (kD)مولكولي 

  
  
  
  
  
  

   اسيد آمينه دارد كه 326 بالغ در ليشمانيا حدود CTE .CPB بالغ و رديف اسيدهاي آمينه CPBنمايش شماتيك   ب 1شكل 
  .  با علائم يك حرفي ذكر شده استCTE ناحيه رديف اسيدهاي آمينة.  استCTEبوكسيل يا  تاي آن مربوط به انتهاي كر108حدود 

  . اسيدهاي آمينه هستندة شمارةدهند اعداد زير حروف نشان
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

            
  

  . ليشمانيا اينفانتومCTE و F/T ،rCPA ،rCPB سگها به IgG پاسخ 2شكل 
  

 الـف نـشان داده      -3 شـكل    ژن در    عليه چهار آنتـي    IgG1ميزان  
سـت و  هاژن  آنتي  ناهمگونتر از بقيهF/T عليه   IgG1زان  يم. شده است 

 علايـم ي داراي   هاسـگ ( دارنـد    5/0فقط شش سگ جذب بـالاتر از        
  نيـز عليـه    IgG1ميزان  ). 67/0±37/0 ميعلا و بدون    33/0±55/0

rCPA ــايين اســت  و 114/0±123/0 علايــمي داراي هاســگ( پ
 CTE و   rCPB عليـه    IgG1، ميزان   )137/0±118/0 علايمبدون  

 و  rCPBايـن ميـزان عليـه       .  ب مقايسه شـده اسـت      -3در شكل   
CTE    بالاست) 14  و 13 ،12 ،11،  9،  2شماره  ( سگ   6 بويژه در. 

٤/٩٧  
٢/٦٦  

  
٢/٣٩  

  
٦/٢٦  

  
  

٥/٢١  
  

٤/١٤ 

١        ٢                 ٣                 ٤  

SSAHVPRSLTPGPGTESEERAPKRVTVEQMMCTDTYCREGCKKSLLTANVCYKN 
1                   10                     20                     30                      40                      50 
GGGGSSMTKCGPQKVLMCSYSNPHCFGPGLCLETPDGKCAPYFLGSIMNTCQYT 
            60                        70                     80                   90                     100              108  

Mature CPB 

CTE

IgGrCPB 
CTE 

 ١   ٢    ٣    ٤   ٥   ٦    ٧    ٨   ٩  ١٠  ١١  ١٢  ١٣  ١٤   ١   ٢   ٣

  علايم                       بدون علايمداراي           طبيعي               

 شماره و گروه  سگها

٢/١

١

٨/٠

٦/٠

٤/٠

٢/٠

٠٠

در
ي 

ور
ب ن

جذ
 

ηm 
٤٩

٠
 

F/T 
rCPA 
rCPB 
CTE 

IgG

در
ي 

ور
ب ن

جذ
 

ηm 
٤٩

٠
 

  علايم   بدونعلايمطبيعي     داراي 

٢/١  

١  

٨/٠  
  

٦/٠  
  

٤/٠  
  

٢/٠  
  

٠٠  

 قلاده 7 قلاده داراي علايم و 7 (و سگهاي آلوده)  قلاده3( سگهاي طبيعي IgG پاسخ الف
صورت ميانگين  اطلاعات در هر گروه به. CTEو   F/T ،rCPA ،rCPBبه ) بدون علايم

  .CTE و rCPB همه سگها به IgG مقايسه ب  .اند  انحراف معيار بيان شده± nm490جذب نوري در 
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 ٦١

 و  CTE عليه   IgG1 ميزان   11 و   8 بجز سگ شماره     هادر تمام سگ  
rCPBمشابه است .  

 را نـشان    هـا ژن   عليه هركدام از آنتي    IgG2 الف ميزان    -4شكل  
 كـل عليـه ايـن       IgG هماننـد    F/T عليـه    IgG2دهـد، الگـوي       مي
 ـعلا داراي   يبراي سگها (ژن است     آنتي  و بـدون    54/0±34/0 مي
 و  IgG1د  ن ـ همان rCPA عليه     IgG2، ميزان   )97/0±05/0 ميعلا

IgG  برخلاف  .  است   كل پايينrCPA   ميزان ،IgG2    عليـه rCPB 
ــگ( ــمي داراي هادر سـ ــدون 36/0±29/0 علايـ ــم و بـ  علايـ

 و  35/0±38/0 علايمي داراي   هادر سگ  (CTEو  ) 13/0±51/0
بجز سه نمونه   . به مقدار زيادي بالاست   ) 61/0±3/0 علايمبدون  

 عليـه   IgG2 ميـزان    هادر بقيـه سـگ    ) 10 و   8،  3ي شـماره    هاسگ(
CTE بيشتر از rCPBاست .  

 CTE و   rCPB عليـه    IgG1 ميـزان    علايـم ي داراي   هادر سگ 
ن بــرعكس در حيوانــات بــدو). >05/0P( اســت IgG2بيــشتر از 

 IgG1 بيـشتر از    CTE و   F/T  ،rCPB عليه   IgG2تظاهرات باليني   
  ).>05/0P(است 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 
  
  

  . ليشمانيا اينفانتومCTE و F/T ،rCPA ،rCPB سگها به 1IgG پاسخ 3شكل 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  .وم ليشمانيا اينفانتCTE و F/T ،rCPA ،rCPB سگها به 2IgGپاسخ  4شكل 

  

F/T 
rCPA 
rCPB 
CTE 

IgG1

 علايم      بدونعلايمداراي    طبيعي   

٢/١

١
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 شماره و گروه سگها                        
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  علايم                   بدون علايم     طبيعي              داراي  

  سگهاو گروهشماره                            
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 قلاده 7ي علايم و  قلاده دارا7(و سگهاي آلوده )  قلاده3( سگهاي طبيعي IgG پاسخ الف
صورت ميانگين  اطلاعات در هر گروه به. CTEو   F/T ،rCPA ،rCPBبه ) بدون علايم

  .CTE و rCPB همه سگها به 1IgG مقايسه ب  .اند  انحراف معيار بيان شده± nm490جذب نوري در 
 

لاده  ق7 قلاده داراي علايم و 7(و سگهاي آلوده )  قلاده3( سگهاي طبيعي IgG پاسخ الف
صورت ميانگين  اطلاعات در هر گروه به. CTEو   F/T ،rCPA ،rCPBبه ) بدون علايم

  .اند  انحراف معيار بيان شده± nm490جذب نوري در 
  .CTE و rCPB همه سگها به 2IgG مقايسه ب
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                                                                                                      عليرضا نخعي و همكاران .... عليهليشمانيا اينفانتومپاسخهاي ايمني سگهاي آلوده به 
 

 ٦٢

  ها پروليفراسيون لنفوسيت-3-4
PBMC    مشابهي طور   در اثر فيتوهماگلوتنين به    ها هر دو گروه سگ  

 هادهنـده پاسـخ غيـر اختـصاصي لنفوسـيت          تكثير يافتند كـه نـشان     
 CTE و   F/T  ،rCPB  ،rCPAبررسي پاسخ سلولي عليه     . باشد  مي

 پاسخ سـلولي عليـه هـر چهـار          علايمي داراي   هانشان داد در سگ   
 پروليفراسـيون   علايـم ي بدون   هاژن بسيار پايين است اما سگ       آنتي

 نـسبت بـه     ها اين سـگ   SI.  نشان دادند  هاژن  برابر آنتي  درخوبي را   
F/T ــود 7/87-33/9 از ــر ب ــه) 88/45±26/34( متغي طــور  كــه ب

ي هاو سـگ  ) 7/4±09/3 (علايـم ي داراي   ها سـگ  SIمعناداري از   
 همچنـين   ؛)5شكل  ) (>05/0P(بالاتر است   ) 1/1±42/0(نرمال  

ي هـا ژن  ي سلولي بالاتري را عليه آنتي     ها پاسخ علايمي بدون   هاسگ
 نـشان   علايـم ي داراي   ها نـسبت بـه سـگ      CTE و   rCPBخالص  

 CTE؛ جالب توجه اينكـه پاسـخ سـلولي عليـه            )>05/0P(دادند  
.  اسـت rCPBال، شبيه پاسخ سلولي عليه ي هومور هاهمانند پاسخ 

ــه  ــود ها در دو گــروه ســگrCPAپاســخ ســلولي علي ــادار نب  معن
)05/0P>.(  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   بحث-4
ي آلـوده بـه ليـشمانيا       هاي سلولي و هومورال سـگ     هابررسي پاسخ 

يي را  هـا  پروتئينازهاي نوتركيـب تفاوت    سيستئيناينفانتوم نسبت به    
 ظـاهري   علايـم يي بـا    هادر سگهاي بدون تظاهرات باليني و سـگ       

 و  IgG1ي  ها كـل و زيـر كلاس ـ      IgGميزان  . دهد  بيماري نشان مي  
IgG2   عليه F/T     بـادي ضـد       بيشتر از آنتـي    ها در هر دو گروه سگ
پاسـخ ايمنـي    .  پروتئينـاز اسـت    سيـستئين ي نوتركيـب    هـا ژن  آنتي

 بـادي ضـد     تر از آنتـي    در همه حيوانات كم    rCPAهومورال عليه   

rCPB دهـد كـه ميـزان     علاوه بر اين، نتايج مـا نـشان مـي    .  است
IgG2ي نوتركيــب هــاژن  ويــژه آنتــي)CTE, rCPB, rCPA ( و
ي بدون تظـاهرات بـاليني      ها، در سگ  ليشمانيا اينفانتوم ژن خام     آنتي

در . باشد   مي علايمي داراي   هابادي در سگ    بيشتر از ميزان اين آنتي    
 CTE و   rCPB ويژه   IgG1اي تظاهرات باليني ميزان     حيوانات دار 

  . استIgG2بيشتر از 
ي خـام  هـا ژن ي آلوده نسبت به آنتـي  هاي هومورال سگ  هاپاسخ

]. 42-40[وسيله تعدادي از محققان بررسي شده اسـت           ليشمانيا به 
 نتوماليشمانيا اينف ي نوتركيب   ها عليه تعدادي از پروتئين    IgGپاسخ  

(HSP70, HSP83, P2a, P2b, P0, H2A,H3, KMP11) 
 و همكاران مطالعه شده است، براساس نتايج آنها در       1نيتووسيله    به
 در  HSP70طور تجربي، پاسخ هومورال عليه        ي آلوده شده به   هاسگ

 بـالا بـر ضـد       IgGشـود و ميـزان        مراحل اوليه بيماري ظاهر مـي     
 پيـشرفت بيمـاري اسـت     ة نشان H3 و   H2Aي هيستوني   هاپروتئين

 اولـين بـار     ليشمانيا اينفـانتوم   اختصاصي   IgGي  هاركلاسزي]. 43[
 بـاليني و درمـان شـده    علايمي داراي ها در سگ2 دپلازس ةوسيل  به

  . با گلوكانتيم مورد مطالعه قرار گرفت
در اين مطالعه نشان داده شد كه در تمام حيوانات در شـروع              

 بالاسـت امـا پـس از درمـان          IgG2 و   IgG1بررسي ميزان هر دو     
 در  ].44[مانـد      ثابت بـاقي مـي     IgG2 كاهش يافته و     IgG1 ميزان

 و همكاران گزارشي شـده اسـت        3وسيلة گيچرو   تحقيق ديگري به  
دهندة پيشرفت بيماري    بادي ضد ليشمانيا نشان     كه فقط وجود آنتي   

وجود آمدن تظاهرات باليني نيـست زيـرا در تمـام حيوانـات              و به 
ژنهـاي ليـشمانيا      نتـي آلوده پاسخ ايمني هومورال شـديدي عليـه آ        

ي ايـن محققـان     ها نتايج مـا تأييدكننـده گزارش ـ      ].45[وجود دارد   
 دپـلازس از    ةوسـيل   علاوه بر اين، نتـايج گـزارش شـده بـه          . است
 IgG2 نشان داده است كـه       ليشمانيا اينفانتوم ي آلوده شده با     هاسگ

 علايم با پيشرفت بيماري و ظهور       IgG1با نبود تظاهرات باليني و      
 عليـه   IgG2در نتايج مـا نيـز ميـزان         ]. 44[ارتباط است   در  باليني  

 IgG1ي بدون تظـاهرات بـاليني بيـشتر از          ها در سگ  هاژن  تمام آنتي 
، بـالاتر   IgG1 ميـزان    علايـم است و برعكس در حيوانـات داراي        

 را بـا  IgGي  هامطالعات زيادي وجود دارد كـه زيـر كلاس ـ        . است
 IgG2 با   Th1ش پاسخ   در مو . دانند   در ارتباط مي   Th1/Th2پاسخ  

، بـا وجـود ايـن،       ]48-46[ مـرتبط اسـت      IgG1 بـا    Th2و پاسخ   
ــا حــساسيت در    ــه باعــث مقاومــت ي ــوژيكي ك ــسم ايمنول مكاني

گردد، مشخص نشده است؛ برخلاف مـدل         ليشمانيوز احشايي مي  
 در حساسيت   Th2  و  در مقاومت  Th1 كه پاسخ    L.majorموشي  
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 روز انكوباسيون 5 پاسخ پروليفراسيون لنفوسيتهاي سگها بعد از 5شكل
اطلاعات در هر گروه . CTEو   F/T ،rCPA ،rCPBدر حضور 

  .اند  شده انحراف معيار بيان±  ضريب تحريكصورت ميانگين به
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 ٦٣

ي ســلولي در هــا هنــسبت بــه بيمــاري نقــش دارد، نقــش ايــن رد
رسـد    ليشمانيوز احشايي انسان و سگ مشخص نيست، به نظر مي         

بررسي .  در اين بيماري دخالت داشته باشد      Th2 و   Th1تركيبي از   
 مهـار پاسـخ سـلولي       ةدهند ي سلولي حيوانات آلوده نشان    هاپاسخ
ي نوتركيب  هاژن  ي داراي تظاهرات باليني نسبت به تمام آنتي       هاسگ
وسيله   باشد به   مني سلولي كه بيانگر مهار ايمني مي      نبود اي . باشد  مي

 نـشان داده    علايـم ي داراي   هابسياري از محققان ديگر نيز در سگ      
  ].49، 12، 42، 8[شده است 

 ي بدون تظاهرات باليني كه نـسبتاً      هادر مطالعه حاضر، نيز سگ    
 rCPBاي در مقابل      به بيماري مقاومند پروليفراسيون قابل ملاحظه     

طـور معنـاداري بيـشتر از         ند؛ اين پروليفراسـيون بـه      داشت CTEو  
پروليفراسيون سگهاي داراي علايم بود اما پاسخهاي ايمني برعليه         

rCPA    علت تفـاوت پاسـخ ايمنـي    .  در تمام حيوانات پايين است
 در  -1:  پروتئيناز احتمـالاً ايـن اسـت كـه         سيستئينعليه اين دو    بر

كـه   اند در حـالي  ر شده  چندين بار تكرا   CPBي  هاژنوم ليشمانيا ژن  
باشد، اين خصوصيت ممكن اسـت باعـث           تك كپي مي   CPAژن  

 -2 بـه سيـستم ايمنـي ميزبـان گـردد؛            CPB بيشتر   ةبيان و عرض  
CPB بــرخلاف CPAة داراي ناحيــ CTEباشــد كــه باعــث   مــي

ي ها در كاتپـسين   CTE قطعـه    -3شـود؛     ر آن مي  ت بيش ةايمنوژنيسيت
 CPB بيـشتر    ةژنيـسيت   ب آنتي شود كه خود سب     پستانداران كد نمي  

  .گردد ليشمانيا براي سيستم ايمني ميزبان پستاندار مي
وسيله رأفتـي و همكـاران گـزارش شـده         در مطالعات قبلي به   

ــه  ــت ك ــستئيناس ــده از  سي ــيص ش ــي تخل ــاي طبيع  پروتئينازه
اي   ي تك هـسته   هاي ليشمانيا ماژور باعث تكثير سلول     هاآماستيگوت

 -γIFN پوسـتي شـده و توليـد         شمانيوزي ـبيماران بهبود يافته از ل    
بتـازگي هـم نـشان    ]. 35[گردنـد     را باعث مي   هاوسيله اين سلول    به

 Th1ي هاشمانيا مـاژور پاسـخ  ي لCPB و CPAداده شده است كه  
 القـا  L. guyanensisرا در بيماران مبتلا بـه ليـشمانيوز ناشـي از    

  ].50[د نكن مي
 ـ     CPBدهـد كـه       راي اولـين بـار نـشان مـي        نتايج تحقيق ما ب

ي آلـوده  هاوسيله سيستم ايمني هومورال و سلولي سـگ      تواند به   مي
 و پروليفراسـيون    IgG2بخوبي شناسايي شود و توليد زير كـلاس         

افـزون بـر آن، در      .  را در سـگهاي مقـاوم باعـث گـردد          هالنفوسيت
 و  CTEمطالعه حاضر نشان داده شد كه پاسخ هومورال و سلولي           

CPB   با توجه به اينكه     .  تقريباً يكسان استCTE     بخـش انتهـايي 
رسد كه بخـش اعظـم    نظر مي باشد، به  ميIنوع   پروتئيناز   سيستئين

اگرچـه نيـاز اسـت      .  مربوط به اين ناحيه باشد     CPB ةايمنوژنيسيت
دست آيد، اما     اطلاعات بيشتري بخصوص در مورد مدل انساني به       

عنـوان     به rCPB به جاي    CTEنده  اين امكان وجود دارد كه در آي      
صـورت    توان به    را مي  CTEويژه اينكه     ايمونوژن استفاده گردد؛ به   

  .العاده خالص سنتز كرد فوق
  

   تشكر و قدرداني-5
 هـا نويسندگان مقالـه مراتـب تـشكر و قـدرداني خـود را از خانم              

ياسمن تسليمي و فاطمه دوسـتداري بـراي همكـاري در اجـراي             
ــش ــاراهاآزماي ــتي     و همك ــات بهداش ــستگاه تحقيق ــرم اي ن محت
االله زارعي به علـت همكـاري در          شهر خصوصاً آقاي ذبيح     مشكين

مطالعه فوق با استفاده از     . ي آلوده اعلان دارند   هاتهيه نمونه از سگ   
 و انــستيتو) A10115 ةشــمار(گرانــت ســازمان بهداشــت جهــاني 
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